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ピ ラ ジ ナ マ イ ド耐 性 結 核 菌 の 検 査 に ついて

第1報 従来使用 されてい る培 地による検査 と

pH5瀞 の 培 地 に よ る 基 礎 実 験

沢 井 武

北里研究所附属病院(指 導

受 付

小 川 辰 次)

昭鏑34年1驚9日

1緒 言

ピラジナマイド(以 下PZAと 略)鰍 性結核菌の検

査に適当な培地を考案する目:的で種々の実験を試みた。

1【 実験方法および案験成績

A)従 来使用きれている3%小 川培地,1%小 川

培地,Sauto獄 培地による実験

従来使用されている培地ではPZAの 結核菌の発育

を阻止する力は弱 く表現され,し たがって繭性の出現の

限界がはっきりしないと称されている{そ のようなこと

があるかど うかと患い2～3の 培地について実験 し

た。

1)3%小 川培地による直接法

3%小 川培地とは,わ れわれが喀庚濠たは 胃液 その

他の材料か ら4%NaOHで 処理した ものを0.160接

種 して結核菌を分離するのに用いている培地であるi.酸

性検査用培地を作る目的で,平 沢9)ら がSM,PAS

等で実施した流 しζみの方法に準じて,3%小 川培地

にPZAを 流 しこんだ らどうかと思ってaPZAの

培地内濃度が1,⑪0◎7に な る よ うに す るた め,5G

辮g/ccの 溶液を作ろうとしたところ溶解せず,加 熱 し

てやっと溶解させて も温度が下るとすぐPZAの 白い

結晶を析出するので流 しこみによる方法は不可能である

ことが分つた。

それで原液にPZAを 混 入し溶解 させる方法を行っ

た。PZAの 培地内濃度を5,0007と す るように原液

に15,⑪00γ の割合にPZAを 入れ軽 く加温するど完

全に溶解した。これを原液で稀釈 し5段 階あるいは9

段階の原液を作 り,そ のまた1っ の原液は:対照 として

PZAの 混 入しない ものを作 り,そ れぞれに型のごとく

マラカイト緑,グ リセ リンと全躯液を加え560宛 中試

験管に分注 さらに凝閲し表1の ように培地1ccに つ

いて5,000ツ,1,000γ,200γ,40γ707,あ るいは

表2の ように9段 階の混入濃度の酸性検:査用培地を作

った。材料は本院入院中の患:者でPZAを 使用したこ

とのない もの4人 の喀屡を選んだ。 検査の前日に投薬

を中止したことはもちろんである。早朝の喀湊を滅菌遠

沈管にとり塗抹検査をしたのちs8%N翫OHを 喀疾iと

等量加えよ く均等化 してその0ユCC宛 を1組 の醗性

検:査用培地に流注した。判定期間は4～5週 とした。

衰 廃3%小 廻培地を用いた直:接法

〔その1〕2・ 》3の 例
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注:表 革数字は集落i数を示すaそ の表示 は下記 のご とし

辮……培地全面に発育 し海 もの

柵……培地面の約〉多に発育 した もの

朴……培地面の約%に 発育 した もの

数 学…集落数
一・・…・発育 しなか つ匁 もの

成績は表1に みるように 歯数の 多い ものでは59⑪00

ッ の耐性値を示したし歯数の少ない もので も1,000ッ の

耐性値を示した。以Lの 成績か ら3%小 川培地におけ

るPZAの 結核菌の発育阻止力はきわめて弱いことが

分 るC

次 にこれをさらにたしかめるために同様の方法で,本

院入院中の患者でPZA未 使 用のもの18例,PZA

使 用中ま九 は使用後のもの17例 の耐性検査を行った。

PZAの 使用量は609か ら36◎9の 間で4週 目の

完全耐性値をとった。成績は表2の 合計の項でみるよう

であ って,1シ ⑪00ッ 以.ヒに醗性 を示す ものがPZA

未使 用例 棉 御中9例,PZA使 用例 が 郷中 梶 例

あった。

すなわち3%小 川培地ではPZAは 感性菌に対する

阻止力が非常に弱くPZA使 用例 と未使用例の問に耐

性値の差がない。次に接種菌量 と耐性値との関係を検討

するために対照培地に発育した集落数を柵,雑 事昔,+
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表23%小 川培地を用いた直接法

〔その2〕 PZA使 用および未使用患者のPZA耐 性値 と接種菌量による差異

注:表 中数字は例数を示す

に分けて検討した。すなわち表に示すように未使用例,

使 用例ともに菌量が多 くなるとがいして耐性値が高 くな

る傾向にあるが,菌 量が少なくても耐性値の高 くでるも

のがある。

 以上3%小 川培地による実験を小括す ると,3%

小川 培地におけるPZAの 耐性値をPZA未 使用の

患者の喀 痰を用い て調べ ると,菌 量の多 い もので は

5,000γ の耐性を示す もの もあるし,菌 量の少ない もの

で も1,000γ の耐性を示 す もの もある。 またPZA

の未使用,使 用には無関係に耐性値は種々に分散してい

る。てれ らの成績 より接種後の培地pH 6.9前 後の3

%小 川培地はPZA耐 性測定用培地 としては不適当

であるといえる。

2)1%小 川培地による間接法

PZAの 濃 度を培地1ccに ついて5,000γ,1,000

γ,100γ,10γ,0γ の ような5段 階に混入 された1

組の1%小 川培地を作つた。薬剤の混入方法は前述の

3%小 川培地の場合 と同様である。

表3間 接 法

〔その1〕1%小 川培地による成績

注:表1に 同 じ

ての1組 の培 地 に1%小 川培 地 に2週 間培 養 した

H37Rv株 で 菌 液 を 作 り,10-3mg,10-4mg,10-5

mgを それ ぞ れ0.1ccに 含 ませ て培 養 した 。4週 目の

成績 は 表3に 示 す よ うに10-3mg, 10-4mgで は,

5,000γ の 耐 性 を 示 し,集 落 算 定 の で き る10-5mgで

も1,000γ の耐 性 を示 し て い る。 以 上 よ りpH 6.9の

1%小 川培地にお いて もPZAの 発育 阻止力はきわ

めて弱 くPZA耐 性測 定用培地 としては不適 当であ

る。

3)Sauton培 地 による間接法

Sauton培 地 は培地 としては 発育のよくない培地であ

る。発育の悪い培地はどうか と思って本培地を使用して

みた。PZAをSauton培 地 に混入し軽 く加温して溶

解 させた。薬剤混入濃度は培地1coに ついて5,000γ

 1,000γ,100γ,10γ,0γ の5段 階である。 てれ ら

はいずれ も5cc宛 中試験管に分注されている。接種し

た菌種はH37Rv株 の感 性株 とH37Rv株 の INH

10γ 耐性株,PAS 10γ 耐性株, SM10γ 耐性株

と黒野株 を用いた。 各菌株を ひとまずSauton培 地 の

表面に培養 し,培 地表面に発育 した菌膜を1白 金耳 とつ

て接種した。判定は1ヵ 月後行つた。

表4問 接 法

〔そ の2〕Sauton培 地 に よ る成績

注:表 中の記載は菌発育の状態を示す。その表示は下記のごとし
++++…全面発育

+++…培 地面の約2/5に 発育

++…培地面の約1/5に 発育

+… 培地面の1/5以 下に発育

± …かすかな発育を認めたもの

成績は表4の ようであつてH37Rv株 お よ び黒野株

は5,000γ の耐性を示した。 次に耐性菌は感性菌に比

していずれも発育はよくないがしかしINH耐 性株は

やはり5,000γ に耐性を示し,PAS耐 性 株 および

SM耐 性株は1,000γ に耐性を示 した。 以上の成績か
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らpH 7.2のSauton培 地においてはPZAの 阻止

力はきわめて弱 くての培地 もPZA耐 性測定用培地 と

しては不適当である。

B)pHを5.5に した培地による実験

耐性検査を行 うには菌の発育の優れた培地を用いるの

が理想であるが,前 述のように従来 使用されている3

%小 川培地,1%小 川培地,Sauton培 地はPZA

耐性測定用には不適当であつたのでやむをえず'緒 の策

としてMcDermottら1)が いつているように培 地pHと

の酸性のところで試みてはどうか と考え次のような実験

を行つた。

a)培 地pHの 結核菌の発育に対する影響

まずpHが 酸 性になる と菌の発育が どの程度障害 さ

れるかを2～3の 培地を用いて実験した。

1)Kirchner培 地 による実験

Kirchnerの 基汁に8%HClお よび4%NaOH

を加 えて鰍 のpHに 補正してれに10%の 割合に馬

血清 を加えてpH 5.48か ら8.14ま で7種 類の 培地

を作つた。pHの 測定は硝子電極によつた。

表5結 核菌の発育に対するpHの 影響

〔そ の1〕Kirchner培 地 に よ る成 績

注:表 中の記載は菌の発育の状態を示す。その表示は下記のでとし
+++++… 菌膜が試験管の管壁まではい上つたもの

++++…培地表面の全体に菌膜の拡がつたもの+++

……培地表面の1/2に 菌膜の拡がつたもの

++……培地表面に少量発育したもの

+… 試験管の底に発育したもの

±……かすかな発育を認あたもの

てれ らのpHの 異な日 列の培地に1%小 川培地

に4週 間培養したH37Rv株 を10-1mgか ら10-5mg

まで を0。106に 含5ませて2本 宛接種し,37℃ で4

週間培養した。成績は表5の ようであって,pH 6.87,

7.46の とてうが もつとも発育がよく,そ れより酸性お

よびアル カリ性に傾 くに従 つて発育が 悪 くなり,pH

5、48の とてろでは10-1mgの 大 鼠の菌の培養でも発育

しない。

2)1%小 川培地による実験

1%小 川培地の原液に8%HClお よび4%NaOH

を加 えて種 々のpHと し,その後卵液を煎えて5cc宛 中

試験管に分注凝固しpHの 異なる6種 類の培地を作つ

た。培地のpHは 培地に約10 c6の 蒸留水 を加え割箸

でよく培地を潰しそれを濾紙で濾過した液につき硝子電

極で測定した。pHは5.14,5.51,5.67,6.95,7.39,

8.14の6種 類である。 てれ ら1系 列の培地に1%小

川培地に3週 間培養したH37Rv株 で菌液を作 り10回1

mgか ら10-5mgま でを0.1ccに 含 ませて3本 宛

接種 し4週 で判定 した。

表6結 核菌の発育に対するpHの 影響

〔その2〕1%小 川培地による成績

注:表1に 同 じ

成績は表6の ようであってpH 5.67とpHを 修正

しない本来の1%小 川培地のpH 6.95の とてろで も

っ とも菌の発育がよく,そ れより酸側,ア ルカリ側に傾

くにつれて発育が悪 くなりpH 5.14とpH 8.14の と

てろでは菌は発育しない。すなわち液体培地で も固形培

地で も中性付近が もつとも発育がよく,そ れよ りも酸

側,ア ルカリ側に傾 くにつれて発育が悪 くなるてとが分

つた。てのてとは従来の成績 と全 く一致する。

b)培 地pHのPZA耐 性値に及ぼす影響

KAirchner液 体培地ではpH 5.5の とてろでは結核菌

は発育しなかつたが,1%小 川培地 では結 核菌が発育

してい る。それに耐性検査に使用す る培地 とすればやは

り固形培地が適当である。それで1%小 川培地を使用

した,,ま ず1%小 川培地の原液を作 りてれを6つ の

コルベ ンに分け,1つ はそのままとし他の3つ に 原液

100ccに 対 して8%HCl 18cc,14 cc,10 ccを そ

れぞれ加え,残 りの2つ に原液100ccに 対 して8%

NaoH 1.2 cc,3.4ccを それぞれ加えた。 てれ らより

修正に加えたHCl,NaOHの 量 を差引い て100cc宛

6種 類のpHの 原液にそれぞれPZAの 培地 混入濃

度が 5,000γ,1,000γ,200γ,40γ となるよう

15,000γ/cc,3,000γ/60,600γ/66,120γ/cc の割合

に混入し軽 く加温して溶解させ,対 照 として薬剤の入 ら

ない原液を用意し,型 のでとく全卵液,マ ラカイト緑,グ

リセ リンを加え,5cc宛 分注,凝 固器で凝固した。すな

わちpHが6種 類でその1っ について薬剤濃度が5

段階ある培地ができたわけである。てのようにしてで き

た培地の対照を前同様にしてpHを 測定す ると表7の

ように5.14,5.51,5.67,6.95,7.39,8.14と なっ

た。

1%小 川培地に4週 間培養 したH37Rv株 を 手振

り法で菌液 とし10-1mgか ら10-5 mgま で を0.1

ccに含 ませて,pHの 異 なる6種 類 の耐性測定用の培
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表7pHとPZA耐 性 値 と の 関 係

注:表1に 同 じ

地に接種した。5週 目の成績は表7の ようで あつて,

接種菌量のいかんにかかわらず修正しないpH6.95の

ところが耐性値が もつとも高 く,そ れより酸性に傾 くと

ともに耐性値は低 くなり,pH5.51の ところでは接種

菌量が10-3mg以 下 になると40γ 以下の耐性を示し

ている。またアル カリ側に傾いても耐性値は低 くでるが

pH8.14の ところでは菌 が発育 していな いので分 らな

い。この傾向は菌の発 育の度とは つ きりした関 係を示

し,菌 の発育のよいところは耐性値が高 く,菌 の発育の

悪いところは低い耐性値を示している。

III 考 案

われわれはPZA耐 性菌の適正な検査方法を見出す

ために種々の実験を試みた。耐性検査には発育のよい培

地を用いて感性菌 と耐性菌を明瞭に区別できるものが望

ましい。しかしpHが 中件付近でよい発育を示す3%

小川培地,1%小 川培地,Kirchner培 地,Sauton培

地 ではともにPZAの 耐性値は高い。 このことは諸先

進1)～4)の 成績 と一致す る。 したがつてこれ らの培地は

PZA耐 性測定用培地としては使用に耐えない。 そこ

でMcDermottら5)に 従いpH5.5の 培地について実

験をすすめた。H37Rv株 を用いて実験すると,Kirch-

ner培 地ではpH5.5に す ると菌は 発育 しな かつたの

に反 して,pH5.5の1%小 川培地では本来のPHの

ところに比 してI/3～I/4に 集落数が減少す るが耐性値

は低い。 この成績 は諸先進6)～11)の 成績 とほぼ 一致 す

る。 したがつてpHを5.5に し た1%小 川培 地が

PZAの 耐性検査には使用で きるか も知れないので今後

この方向に向つて研究をすすめたいと思っている。

IV 結 論

1) 4%NaOHを0.1cc接 種 して ほぼ中性を示す

3%小 川培地で耐性検査をすると,PZA使 用 と未使

用とにかかわらず耐性値にほとんど差がな く,し か もが

いして耐性値が高い。またPZA未 使用の もので も耐

性値の分布は広い。したがつて耐性検査には使用できな

い。

2)pHの ほぼ中性を示す1%小 川培地およびSa

utom培 地 を用いて保 存菌株により耐性を検査すると,

いずれ も高い耐性を示す。 した がつて これ らの 培地 も

PZA耐 性 の検査には使用できない。

3) pH5.5のKirchner培 地ではH37Rv株 の実験

で菌は発育しないが,pH5.5の1%小 川培地はH27

Rv株 を用いて実験 すると本 来のPHの6 .95の 培地

に比 して集 落数はI/3～I/4に 減少 するが耐 性値は低

い。それでPZA耐 性検査 用培地 として は有望 であ

る。
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